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Introdugio

A Eritropoetina Humana Recombinante (EPOhr) produto biolégico utilizado
no tratamento de anemias severas, tem sido produzida utilizando-se a tecnolo-
gia de DNA recombinante e preparagdes farmacéuticas da EPOhr estdo sendo
mundialmente fornecidas por diversos fabricantes4. Algumas destas prepara-
¢Oes farmacéuticas utilizam grandes quantidades de albumina de soro huma-
no (HSA) como excipiente cuja finalidade é evitar a adsor¢do da proteina nas
paredes de vidro dos frascos, além de aumentar sua estabilidade durante o ar-
mazenamento5. Um inconveniente a utilizacdo de HSA é o fato desta proteina
ser extraida do sangue humano e, por esta razdo, requerer cuidadoso controle
a fim de se prevenir a disseminagao de doengas importantes.

Como alternativa a utilizacdo da HSA, a formulagdo em questdo utiliza trés
aminoacidos, alanina, glicina e acido glutdmico, sendo necessario o desenvol-
vimento de uma metodologia para a determinagdo dos aminodcidos presentes.

Objetivos

Determinag¢io dos aminodacidos alanina, glicina e dcido glutimico no produto
final Alfaepoetina sem albumina de soro humano por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia.

Metodologia

Durante o desenvolvimento da metodologia, utilizou-se amostras de diferen-
tes lotes experimentais de eritropoietina sem albumina humana nas 3 apre-
sentagdes 2000, 4000 e 10000 U, além de padroes USP de alanina, glicina e
acido glutdmico para a construgdo da curva analitica. O equipamento utilizado
foi um Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia (Waters, Alliance), equipa-
do com um detector de UV, modelo 2996. Empregou-se coluna analitica do
tipo C18, marca J.T. Baker, 4,6 x 100nm, 5 mm. Fase mével “A”: Acido Triflu-
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oracético 0,1% em agua Milli-Q e fase mével “B™: Acido Trifluoracético 0,1%
em Acetonitrila, modo gradiente, vazdo 1,5 mL/min. Para a derivatizagdo das
amostras e padrdes utlizou-se o 1-flior-2-4-dinitrobenzeno, também conheci-
do como reagente de Sanger, marca Sigma, lote BCBK7708V.

Inicialmente realizou-se a reacdo de derivatizagdo pré-coluna da mistura
de aminodcidos com o reagente de Sanger (2,4-dinitro-1-flior-benzeno ou
FDNB) em meio tamponado, utilizando solvente adequado, & temperatura
controlada e ao abrigo da luminosidade por tempo determinado, para a adi¢ao
de um grupamento, o 2,4-dinitrofenil, que absorve radia¢ao eletromagnética
na faixa do ultravioleta (190 - 400 nm) e consequente formag¢ao de um derivati-
zado estavel e detectavel. Posteriormente realizou-se a separa¢do por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia de fase reversa. Determinou-se a concentragao
de cada aminodcido através da prepara¢do de uma curva analitica.

Resultados

A metodologia proposta apresentou boa resolu¢do cromatografica entre os pi-
cos dos aminoacidos e mostrou-se linear na faixa de 0,5 a 1,5 mg/mL para
alanina e 1,0 a 3,0 mg/mL para glicina e acido glutdmico, com coeficientes de
correlagdo iguais ou maiores que 0,99 para os trés aminoacidos.

Conclusao

O método mostrou-se adequado para a determinagdo das substincias de in-
teresse e poderd ser utilizado na rotina de controle de qualidade de Bio-Man-
guinhos.
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